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論文内容要旨

 一
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 監背景・目的澱

 旋1'oo加。∫εr1ワ,ノ/01・1(κμy/o∫・1)感染において,その細胞壁構成成分である1ipopolysaccharide

 (LPS)は重要な病原因子のひとつである。一般にLPSは細胞膜上のTomikereceptor

 (TLR)4に結合し様々な炎症性サイトカインやiNos発現を誘導する。しかし,以ρ,・10〆1LPs

 はTLR2にも結合して作用を発現する可能性が示唆されており,両者の相互関係や病態生理学

 的意義については不明な点が多い。TLRは自然免疫応答の鍵となる分子であり,胃粘膜上皮細

 胞におけるiNOS誘導などは以功・10r1殺菌・排除システムとして重要であろう。そこで本研究

 では,以ρ」・/0'・∫LPSによるiNos誘導のシグナル伝達系における胃粘膜上皮細胞のTLR2およ

 びTLR4の病態生理学的意義を明らかにする目的で以下の実験を行った。
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 【方法鵬

 ①マウス正常胃粘膜上皮細胞(GsMo6)を用い以ρ,・10riLPsとIFN一γ刺激によるiNoS,

 TLR2およびTLR4の発現・誘導についてMAPkinasesやNFκB活性化,これらに対する阻

 害剤,TLR2とTLR4に対するsiRNAを用いた検討,②ヒト生検標本を用いた胃粘膜上皮組

 織中のTLR2の発現・誘導についての検討を行った。

 置結果】

 まずinv々roの研究として,マウス正常胃粘膜上皮細胞(GSMO6)を以仰・/0riLPSおよび

 In七erferoll(IFN)一γで刺激することによって検討した。その結果,以ル・1`)riLPSおよびIFN一

 γ刺激により相乗的にiNos発現が誘導された。また,TLR2発現・誘導は相乗的に増強された

 が,TLR4発現は様々な刺激にかかわらず恒常的に認められた。さらにTLR2の発現・誘導に

 よりiNOS発現の増強が観察された。次にTLR2発現・誘導機構におけるmitogen-activated

 proteinkillases(MAPKs)の役割を明らかにするため,以の'10"LPS+IFN一γ刺激による各

 種MAPKのリン酸化および各種MAPK阻害剤によるTLR2mRNA発現およびNFκB活性に

 与える影響を検討した。その結果,亙ρッ101・1LPSおよびIFN一γ刺激によるTLR2発現・誘導

 はERK・NFκBが重要な役割を果たしていることが明らかとなった。さらに,TLR2および

 TLR4の役割を明らかにするため,TLR2およびTLR4のsiRNA(small-interfering・RNA)

 による発現抑制がiNOS活性およびTLR2mRNA/TLR4mRNAの発現に与える影響を検討し

 た。iNoS活性はTLR2またはTLR4を抑制するといずれの場合も抑制されたが,TLR4の抑

 制効果はTLR2の抑制効果よりも強かった。この結果はiNos活性にTLR2およびTI、R4が強  一一兀一、

 一一82一



 く関与していることを示唆している。また,TLR4を抑制するとTLR2発現・誘導は有意に抑

 制されたが,TLR2を抑制してもTLR4には明らかな影響は認められなかった。次に,111、・ノvo

 の研究としてヒト胃粘膜組織生検標本を用いTLR2に対する免疫組織化学的検討を加えたとこ

 ろ,Hμγ10ノゴ感染胃粘膜では非感染胃粘膜に比べて胃粘膜被蓋一ヒ皮細胞でTLR2の発現が増強

 していることを確認した。

 【結論漏

 以上の結果から,κ仰,101・1LPSおよびIFN一γは胃粘膜上皮細胞に対してTLR4を介した

 ERKとNFκB活性化によるシグナル伝達機構によりiNosならびにTLR2の発現を誘導し,

 この発現増強したTLR2を介して更にiNos誘導が増強されている可能性が示唆された。この

 システムは,κ堺・101ゴ感染における胃粘膜上皮細胞の自然免疫応答を増強するシステムとして生

 体防御に大きく寄与するものと考えられた。
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 審査結果の要旨

 【背景・目的】旋/'60加6∫εrρッ/0F1感染において,その細胞壁構成成分hpopolysaccharide

 (LPS)は重要な病原因子である。一般にLPSは細胞膜上のTLR4に結合し炎症性サイトカイ

 ンを発現誘導するが,且且ソ10rlLPSはTLR2にも結合して作用を発現する可能性が示唆され,

 両者の相互関係や病態生理学的意義については不明である。TLRは自然免疫応答の鍵となる分

 子で胃粘膜上皮細胞におけるiNOS誘導などはんρ,・10ri殺菌・排除システムとして重要である

 ことが予想される。本研究の目的はHρ・10riLPSによるiNos発現誘導機構における胃粘膜上

 皮細胞のTLR2/TLR4の病態生理学的意義を明らかにする事である。

 【方法】①illv∫1roの研究としてマウス胃粘膜上皮細胞(GSMO6)を用いκ“10'・iLPSとIFN一

 γ刺激によるiNOS・TLR2・TLR4の発現誘導についてMAPKsやNFκB活性化,これらに

 対する阻害剤,TLR2とTLR4に対するsiRNAを用いた検討を,②117vivoの研究としてヒト

 生検標本を用い胃粘膜上皮組織中のTLR2の発現誘導についての検討を行った。

 【結果】①'nvllroの研究:κρ,・10r'LPs+IFN-7刺激により相乗的にiNoS発現が誘導された。

 TLR2発現誘導は相乗的に増強されたが,TLR4発現は恒常的であった。次にTLR2発現誘導

 機構におけるMAPKsの役割について各種MAPKのリン酸化および各種MAPK阻害剤による

 TLR2mRNA発現およびNFκB活性に与える影響を検討したところ,TLR2発現誘導にERK・

 NFκBが重要な役割を果たしている事が示唆された。さらにTLR2/TLR4の役割について

 TLR2/TLR4のsiRNAによる発現抑制がiNOS活性およびTLR2mRNA/TLR4mRNAの発

 現に与える影響を検討した。iNos活性はTLR2またはTLR4を抑制するといずれも抑制され

 た。またTLR4の抑制によりTLR2発現誘導は有意に抑制されたが,TLR2を抑制してもTLR

 4には明らかな影響は認められなかった。②'1マ、・ivoの研究:κρ,・lo'・'感染胃粘膜では非感染胃粘

 膜に比べ胃粘膜被蓋上皮細胞でTLR2の発現が増強している事を確認した。

 【結論】κρ,・10r'LPS+IFN一γは胃粘膜上皮細胞に対してTLR4を介したERKとNFκB活性

 化によるシグナル伝達機構によりiNosならびにTLR2の発現を誘導し,この発現増強した

 TLR2を介して更にiNOS誘導が増強されている可能性が示唆された。このシステムは,

 κρッ10r'感染における胃粘膜上皮細胞の自然免疫応答を増強するシステムとして生体防御に大き

 く寄与するものと考えられ,本研究の意義は深いと思われる。

 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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